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The effect of the exogenous phenolic compound, caffeic acid on
organogenesis of Galanthus elwesii Hook, cultured in vitro

Summary

Caffeic acid is a simple phenolic compound, a phenylpropene derivative
with two -OH groups, which inhibits IAA oxidase and, therefore, is considered
to be an auxin cofactor. The aim of the present experiments was to determine
the effect of exogenous caffeic acid (100-500 mg dm " in medium) on the
organogenesis in giant snowdrop (Galanthus elwesii) in in vitro cultures. Exoge-
nous caffeic acid at the supra optimal concentration (500 mg dm-3) inhibited
shoots, leaves and roots formation, as well as reduced bulbs fresh mass and
caused the explants browning. The lower dose of caffeic acid inhibited the
rhizogenesis process. The analysis of the content of phenolic compounds in tis-
sues and organs of giant snowdrop showed that exogenous caffeic acid reduced
total content of endogenic phenolic compounds in regenerants.
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1. Wstep

Zwiazki fenolowe naleza do produktéw wtérnych, o czesto
nie wyjasnionej funkcji w roslinach. Kwas kawowy jest prostym
zwigzkiem fenolowym o dwdch grupach -OH, pochodnym feny-
lopropenu, ktéry inhibituje dziatanie oksydazy IAA i dlatego zali-
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czanyjest do kofaktoréw auksyn. Jednoczesnie stymuluje dziatanie oksydazy cytoki-
ninowej (1-3).

Sposrod kilkunastu gatunkéw $niezyczek (przebisniegéw), $niezyczka Elwesa
(Galanthus elwesii Hook.), pochodzaca z potudniowo-wschodniej Europy, posiada
najbardziej okazate kwiaty i nalezy do najcenniejszych wiosennych roslin cebulo-
wych. Ponadto moze byé wykorzystywana w przemysle farmakologicznym, ponie-
waz zawiera cenne czynne alkaloidy: galantamine, likoryne i niwaline. Wegetatywny
spos6b rozmnazania sniezyczek z cebul przybyszowych jest powolny, a rozmnazane
Z nasion nie powtarzajg cech roslin matecznych. Na temat mikrorozmnazania $nie-
zyczek oraz dziatania egzogennych zwigzkoéw fenolowych w warunkach in vitro ist-
niejg w literaturze tylko nieliczne dane (4-6).

W przeprowadzonych dos$wiadczeniach badano wptyw egzogennego kwasu ka-
wowego w pozywkach na organogeneze sniezyczki Elwesa rozmnazanej technika in
vitro.

2. Materiaty i metody

Eksplanty cebulowe, uzyskane z ros$lin rozmnazanych przez paki przybyszowe,
wyktadano na pozywki Murashige i Skooga (7) zawierajgce 3% sacharozy, regulatory
wzrostu BA i IAA (0,1-1,0 pM) w réznych kombinacjach oraz kwas kawowy w steze-
niu 0, 100, 500 mg dm*". Kultury trzymano w ciemnosci w temperaturze 23/25°C. Co
4 tygodnie dokonywano pasazu materiatu roslinnego na swieze pozywki (7 pasazy
- 28 tygodni kultury).

Po zakonczeniu do$wiadczenia zregenerowany na testowanych pozywkach ma-
teriat roslinny poddano analizie chemicznej na zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych
w tkankach. Uzyskane cebule byly dzielone na pietke oraz tuski; zewnetrzng i we-
wnetrzng. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych okreslono takze w otrzymanych in vitro
lisciach, pakach przybyszowych oraz w kalusie. Kontrole stanowily fragmenty roslin
rosngcych w gruncie (liscie, pietka, tuski cebulowe). W celu przeprowadzenia anali-
zy zawartosci zwigzkow fenolowych 250 mg tkanki roslinnej homogenizowano
w 3 cm” 80% etanolu, a otrzymany ekstrakt wirowano przy 3000 x g przez 20 mi-
nut. Otrzymany supernatant dodawano do roztworu pomiarowego zawierajgcego
25% Na2Co3 i odczynnik Folin-Ciocalteau i mierzono absorbancje przy dtugosci fali
760 nm (8). Calkowitg zawartos¢ fenoli obliczono z krzywej kalibracyjnej sporza-
dzonej na bazie roztworéw kwasu chlorogenowego i przeliczano na zawartos¢ fe-
noli w Swiezej masie tkanki (pg/g swiezej masy).

Wszystkie uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Zastosowano metode
statystyczng kombinowang w uktadzie niezaleznym dwuczynnikowym, z uwzgled-
nieniem poziomu istotnosci a = 0,05, a przy porzadkowaniu danych korzystano
z testu Duncana.
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3. Wyniki i ich omdéwienie

Wyltozone na pozywki eksplanty (cebule) regenerowaly, formujac paki, cebule
i korzenie przybyszowe, a takze liscie oraz kalus. Tkanka kalusowa o szarej barwie
i drobnoziarnistej strukturze wystepowata u podstawy eksplantéw na pozywkach
zawierajacych proporcjonalnie wiecej auksyny niz cytokininy i dodatek 100 mg dm'”
kwasu kawowego.

Obserwacje procesu regeneracji $niezyczek wykazaly, ze jego przebieg zalezat
od stezenia kwasu kawowego oraz od proporcji zawartosci auksyn i cytokinin
w poz)Avce (tab. 1). Analizujgc proces organogenezy zachodzacy na pozywkach kon-
trolnych, bez dodatku kwasu kawowego, zaobserwowano, ze wiecej korzeni przy-
byszowych i lisci formowato sie na podiozu zawierajacym | pM IAA i 0,1 pM BA,
w poréwnaniu do pozywki z odwrotng proporcja tych regulatoréw wzrostu. Uzyska-
ne wyniki potwierdzaja rezultaty badan Tilly - Mandy i in. (6) nad wplywem sub-
stancji wzrostowych na regeneracje $niezyczek in vitro. Natomiast liczba uformowa-
nych na tych pozywkach cebul przybyszowych pozostawata na podobnym poziomie.
Przy czym cebule uformowane na pozywce kontrolnej z przewaga cytokininy nad
auksyng (1 pM BAi 0,1 pM IAA) byly wieksze w poréwnaniu do cebul powstatych na
pozywce z niewielkg zawartoScig BA (tab. 1).

Tabela 1
Wplyw egzogennego kwasu kawowego na regeneracje Sniezyczki Elwesa
Liczba organéw przybyszowych/l regenerujacy
Pozywka [%I' eksplant Masa el_<splantu
regenerujacych [nigl
cebule korzenie liscie
Cytokinina > Auksyna
! laM BA + 01 laM IM
kontrola - bez kwasu kawowego 96,0 g* 23d 0,4 ab 11d 400 f
100 mg dnr' kwasu kawowego 78,8 de 1,4 be 0,4 ab 0,7 ¢ 200 cd
500 mg dnr* kwasu kawowego 79,4 de 1,9 cd 0,3 ab 0,7¢c 200 cd
Auksyna > Cytokinina
1 IM -r 0,1 UM BA
kontrola - bez kwasu kawowego 98,8 g 21 d 13 ¢ 13e 300 e
100 mg dm3 kwasu kawowego 85,7 ef 22d 0,5 ab 0,7 ¢ 200 cd
500 mg dnv” kwasu kawowego 485 a 0,7 a 0,3 ab 04 b 80 a

*Srednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig sie miedzy sobg istotnie, przy a = 0,05.

Dodatek kwasu kawowego do pozywek, niezaleznie od uzytego stezenia, powo-
dowat obnizenie zdolnosci regeneracji Sniezyczki Elwesa. Egzogenny kwas kawowy
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podany w stezeniu ponad optymalnym (500 mg dm') hamowat regeneracje cebul,
lisci i korzeni przez istotne obnizenie liczby formujgcych sie organéw i ich brutat-
nienie. Ograniczat takze przyrost Swiezej masy cebul (tab. 1). Ponadto powodovat
obnizenie procentu regenerujacych eksplantéw o ponad 50% na pozywkach zav'ie-
rajacych wiecej auksyny niz cytokininy w poréwnaniu do pozywki kontrolnej. Na
pozywce zawierajgcej odwrotne do wymienionych proporcje substancji wzro:to-
wych, to jest BA>1AA, procent Sniezyczek regenerujgcych pod wptywem dodaku
kwasu kawowego (100-500 mg dm‘) byt podobny i nie zalezat od jego stezeiia.
Prawdopodobnie, stosunkowo wysoka zawarto$¢ egzogennej cytokininy w pozyvce
niwelowata stymulujgce whasciwosci kwasu kawowego w stosunku do oksydazy cy-
tokininowej i dziatata ochronnie na réznicujgce sie tkanki. Ten wynik znatazt po-
twierdzenie w badaniach Wang i Letham (1), ktérzy wykazali, ze dodatek egzogen-
nej cytokininy znosit stymulujace dziatanie kwasu kawowego w odniesieniu do fro-
cesu ryzogenezy u jojoby {Simmondsia sp.), wywotywane przez inhibicje oksydazy
IAA.

W prezentowanym obecnie doswiadczeniu nizsza dawka kwasu kawowego
w pozywce (100 mg dm') inhibitowata proces wydtuzania korzeni przybyszow/ch
u $niezyczek (dane nie zamieszczone) i powodowata brunatnienie ich nasady aaz
formowanie tkanki katusowej. Przypuszczalnie, zastosowana ilo$¢ kwasu kawowego
byta zbyt wysoka dla wywotania prawidtowego ukorzeniania u tej rosliny i stymulo-
wata formowanie tylko kalusa. Wykazano bowiem, ze dziatanie kwasu kawowego
jako kofaktora auksyn w procesie ukorzeniania zalezy od gatunku rosliny i sposobu
zastosowania. Tak tez, w kulturach in vitro oliwek kwas kawowy byt nieaktywny pod
tym wzgledem w przeciwienstwie do kwasu chlorogenowego. Natomiast dziatat po-
dobnie do IAA, gdy byt stosowany wraz z kwasem chinowym i dopiero wowczas
jego efekt byt zblizony do wymienionego kwasu chlorogenowego (4).

W dostepnej literaturze naukowej jest niewiele danych dotyczgcych zawartosci
endogennych zwigzkéw fenolowych u roélin cebulowych i zazwyczaj odnosza sie
one do cebul konsumpcyjnych z rodzaju Allium (9,10). Analizujgc zawartos¢ zwagz-
kéw fenolowych w tkankach i organach $niezyczki Elwesa stwierdzono, ze ich ibs¢
byta zréznicowana i zalezata od stadium rozwojowego i warunkéw reproducciji
(tab. 2 i 3).

Tabeli 2
Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych u $niezyczki Elwesa in situ
Pochodzenie, rodzaj organéw Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych (pig/g $w.m.)
pietka cebuli - pak 1723 ¢
tuski wewnetrzne 180 a
tuski zewnetrzne 110 a
lis¢ 460 b
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Tabela 3

Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w wybranych organach i tkankach $niezyczki Elwesa in vitro

Pochodzenie, rodzaj organdw i tkanek Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych (pg/g $w.m.)
liscie in vitro 180 e
Cytokinina> Auksyna - kontrola - bez kwasu kawowego
tuski wewnetrzne 120 b
tuski zewnetrzne 90 ¢
Cytokinina> Auksyna+ 100 mg dm'* kwasu kawowego
tuski zewnetrzne 30 a
Cytokinina> Auksyna-I- 500 mg dm'* kwasu kawowego
tuski wewnetrzne 70 be
paki przybyszowe-pigtka cebuli 150 de
Auksyna> Cytokinina - kontrola - bez kwasu kawowego
tuski wewnetrzne 130 d
tuski zewnetrzne 150 de

Auksyna> Cytokinina -1 100 mg dm-* kwasu kawowego

tuski wewnetrzne 50 abc
tuski zewnetrzne 80 ¢
szary kalus 70 be

Auksyna> Cytokinina -I- 500 mg dm-" kwasu kawowego

tuski wewnetrzne 40 ab

Najwyzszg zawartos¢ zwigzkéw fenolowych stwierdzono w kontrolnej cebuli po-
chodzgcej z uprawy polowej: w pietce i pgkach na niej osadzonych (1723 pg/g Swie-
zej masy) i lisciach (460 pg/g Swiezej masy) (tab. 2). Natomiast pozostate sktadowe
cebuli sniezyczek z uprawy polowej majg istotnie nizszy poziom fenoli, jest to
zgodne z badaniami Afzalpurkar i Lakshminarayana (11), ktérzy stwierdzili zmienny
poziom zwigzkéw fenolowych (kwasu chlorogenowego, kawowego oraz chinowe-
go) w zaleznosci od fazy dojrzatosci nasion stonecznika. W naszych wczesniejszych
pracach nad kulturami ptynnymi $niezyczek z 2003 i 2009 r. (12,13), stwierdzono
wyzszg zawartos¢ zwigzkow fenolowych w pakach i w merystemach, czyli w orga-
nach i tkance charakteryzujacych sie duza aktywnos$cig podziatow komérkowych,
w poréwnaniu do nieaktywnych tkanek. Podobne wyniki uzyskali Zobel i Brown (14),
ktérzy wykazali, ze zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w lisciach Heracleum lanatum zale-
zy od ich stadium morfologicznego. Zazwyczaj w mitodych, miesistych lisciach po-
ziom zwigzkdéw fenolowych jest wyzszy niz w liciach starszych. Takze w tkankach
Ranunculus asiaticus charakteryzujgcych sie wysokag aktywnos$cig mitotyczng stwier-
dzono wysoki poziom fenoli (15).
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Natomiast w badaniach nad zawartoscig zwigzkéw fenolowych w suchych tus-
kach okrywajgacych u cebul réznych, dzikich gatunkéw Alliuin (10) wykazano bardzo
wysoki poziom tych zwigzkdéw w tuskach zewnetrznych, zwlaszcza barwy czerwonej
i z6Hej. Cebule o biatej lusce zewnetrznej zawieraly Sladowe ilosci zwigzkdéw feno-
lowych. U Galanthus elwesii w warunkach in vitro suche tuski nie formujg sie, a in situ
majg barwe bialg (12,13).

Na procesy biosyntezy zwigzkéw fenolowych korzystnie wpltywa swiatto, dlatego
czesdci nadziemne réznych gatunkéw roélin zwykle zawierajg ich wiecej niz czesci
podziemne, z wyjatkiem cebuli jadalnej i innych warzyw cebulowych z rodzaju
Allium (2). Tak jak udowodniono w przeprowadzonym doswiadczeniu $niezyczki nie
sg tu wyjatkiem. W lisciach $niezyczek in situ byto okoto czterokrotnie mniej zwigz-
kow fenolowych niz w pietce cebuli, ale 2-3-krotnie wiecej w poréwnaniu do tusek
cebulowych. Nie stwierdzono réznic pomiedzy zewnetrzng i wewnetrzng tuska ce-
buli. Podobny wynik zanotowano dla lisci powstatych w warunkach in vitro (tab. 3).

Oceniajgc zawartos¢ zwigzkéw fenolowych w zregenerowanych w warunkach in
vitro $niezyczkach stwierdzono, ze zalezata ona od warunkéw Srodowiska (tab. 2 i 3).
Na podstawie testu Duncana dla préb niezaleznych okreslono, ze liscie pochodzace
z cebuli rosnacej w warunkach in vitro maja istotnie mniejszg zawartos¢ fenoli niz lis-
cie roslin rosngcych w warunkach in situ. Podobnie cebule uformowane in vitro, ktére
reprodukowano na pozywkach kontrolnych zawierajgcych | pM BA i 0,1 pM IAA cha-
rakteryzowaly sie wzglednie wysoka, cho¢ nizsza niz u cebul z gruntu zawartoscig
zwigzkow fenolowych, kumulowanych w miesistych tuskach wewnetrznych i w paku
(150 pg/g Swiezej masy). Zazwyczaj w kulturach in vitro natezenia Swiatta jest znacz-
nie nizsze niz w uprawach polowych i dlatego zawartos¢ ogétem zwigzkoéw fenolo-
wych w tkankach $niezyczek uzyskanych w kulturach in vitro byta nizsza niz u roslin
w uprawie polowej. Analogiczne rezultaty, wykazujace wyzszg zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w uprawach polowych niektorych warzyw cebulowych, uprawianych na
zbior peczkowy (szczypior, todyga rzekoma) uzyskaty Mysiak i Tendaj (9), co ttuma-
czyly korzystnym wplywem wiekszej ilosci Swiatta na procesy biosyntezy flawonoli
w uprawie polowej, w poréwnaniu do upraw szklarniowych.

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano ponadto, ze egzogenny kwas
kawowy stosowany w dawce 100-500 mg dm™ dziatat hamujaco na ogélng zawar-
tos¢ endogennych zwigzkéw fenolowych w regenerantach $niezyczek pochodzacych
z kultur in vitro, niezaleznie od poziomu cytokininy lub auksyny w pozywce (tab. 4).
Powodowat istotne zmniejszenie zawartosci zwiazkéw fenolowych zaréwno w tus-
kach zewnetrznych jak i wewnetrznych (tab. 3). Wyjasnienie tego faktu moze opie-
ra¢ sie na znanym dziataniu kwasu kawowego, ktéry stymuluje aktywnos¢ oksydazy
cytokininowej, co moze inhibitowac¢ proces regeneracji, a w konsekwencji prowa-
dzi¢ do obnizenia poziomu endogennych zwigzkéw fenolowych. Przemawiajg za
tym cytowane juz wyniki badan Wang i Letham (1), ktorzy stwierdzili, ze aktywnos¢
oksydazy cytokininowej w soku tytoniu wzrastala dwukrotnie pod wplywem egzo-
gennego kwasu kawowego.
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Tabela 4

Wptyw pozywki na zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w tkankach regenerantéw

Pozywka Zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych (pg/g $w.m.)

Cytokinina> Auksyna (1 pM BA -F 0,1 pM LAA)

+ 0 mg dm-3 kwasu kawowego 180 ¢
+ 100 mg dnv-* kwasu kawowego 30 a
+ 500 mg dm * kwasu kawowego 100 b

Auksyna> Cytokinina (1 )jM IM + 0,1 )iM BA)

+ 0 mg dnr™ kwasu kawowego 140 b
+ 100 mg dm * kwasu kawowego 70 a
-F 500 mg dm * kwasu kawowego 60 a

W podsumowaniu wynikéw doswiadczen przeprowadzonych nad wpltywem eg-

zogennego kwasu kawowego na proces regeneracji Sniezyczek stwierdza sie rézny
poziom stezenia endogennych zwigzkoéw fenolowych w zaleznosci od aktywnosci
merystematycznej oraz warunkéw reprodukcji in vitro tkanek i organéw Sniezyczki
Elwesa. Przeprowadzone badania dostarczyly takze nowych danych na istnienie za-
leznosci miedzy dziataniem substancji wzrostowych, auksyn i cytokinin (IAA, BA)
i egzogennym zwiazkiem fenolowym, kwasem kawowym w procesie organogenezy

in vitro.
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